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君迁子休眠芽及叶片离体培养体系优化及植株再生

李　晶　罗玉洁　张青林　罗正荣　刘继红

华中农业大学园艺林学学院/园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以君迁子(DiospyroslotusLinn．)休眠芽和叶片为外植体,研究基础培养基种类和外植体基因型对休

眠芽初代培养的影响,比较叶片放置方式、TDZ浓度、ZT与 TDZ不同浓度组合及暗培养时间对叶片愈伤组织形

成和不定芽再生的影响;然后对再生芽进行生根.结果表明:君迁子休眠芽初代培养中,DKW 培养基最适合其

生长发育,休眠芽生长势最佳;初代培养中,不同基因型的外植体在 DKW 培养基中生长势基本相同,说明外植

体基因型对其初代培养没有影响,但对继代培养影响较大.叶片下表面朝上放置在 MS＋ZT０．１mg/L＋TDZ
２．０mg/L中暗培养２０d,愈伤组织形成率达１００％,在(１/２N)MS＋２．２００mg/LTDZ上愈伤组织形成率为

８１．４％;叶片下表面朝上放置在 MS＋ZT１．０mg/L＋TDZ２．０mg/L中暗培养０d,不定芽再生率和外植体平均

不定芽数最高,分别为３４．４％和２．１±０．３.组培苗在１/２MS(１/２N)＋IBA１．０mg/L中培养５d后,转入１/２MS
(１/２N)＋１g/L 活性炭培养２０d,生根率为５８．１４％,平均根数为４条.
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　　君迁子(DiospyroslotusLinn．)是柿科(EbenＧ
aceae)柿属(DiospyrosLinn．)植物,又名黑枣、牛奶

枣、软枣等.目前,山东、河北、河南、山西、陕西分布

较多,现在南方也有引种.君迁子喜光,耐寒,耐瘠

薄,不耐水湿,浅根系,但根系发达,生长较快,寿命

较长.由于其抗逆性强,君迁子在生产上最广泛的

用途是做柿树砧木[１].作为柿树的主要砧木,君迁

子苗木的需求量也在增加,并且对抗性的要求也在

增强.
君迁子与柿是同属植物,亲缘关系很近,而且是

柿的主要砧木.然而,君迁子也存在一些问题,如抗

旱性较差[２].开展抗性遗传改良是君迁子得以更广

泛应用的前提,其关键是有较好的再生体系.进行

转基因技术研究的前提是建立高效稳定的遗传转化

受体系统.此前对于君迁子组织培养的研究甚少,
尚未见关于君迁子最适培养条件的介绍[３].但有一

些学者进行过甜柿组织培养的研究,马俊莲等[４]发

现甜柿上西早生叶片适合在低矿物质元素,尤其是

较低氮素含量的培养基中增殖与生长.目前,国内

还未见关于君迁子遗传转化的研究报道,在一定程

度上限制了使用基因工程技术对君迁子进行抗逆性

改良的研究.基于此,本研究参考甜柿组培条件,以
君迁子休眠芽为外植体,比较组培过程中的各种因

素(如基础培养基、外植体基因型等),拟筛选出最适

君迁子生长发育与再生的培养条件,建立君迁子组

织培养体系,为后续遗传转化研究提供试验材料,以
期为君迁子基因转化和砧木性状改良奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材料来源

在华中农业大学柿基因库基因型为 L２和 L３的

君迁子成年树上采集无病虫害、生长健壮、冬芽饱满

的休眠芽.
1.2　休眠芽初代培养基的筛选

配制３种培养基:(１/２N)MS和１/２MS＋蔗糖

３０g/L＋琼脂７．５g/L＋ PVP０．６g/L ＋ZT０．５
mg/L＋IAA０．０１mg/L(pH５．８),DKW＋蔗糖３０
g/L＋ 琼 脂 ６．０g/L＋ PVP０．５g/L＋ZT０．５
mg/L＋IAA０．０１mg/L(pH５．８).取君迁子 L２和

L３成年树上当年生无病虫害、生长健壮、冬芽饱满
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的枝条,用自来水冲洗３~４遍,剪下顶芽、腋芽为外

植体;双蒸水洗３遍,浸入７５％乙醇３０s后转入２％
NaClO１０min,无菌水清洗５~６遍(带有振荡);剥
去芽外鳞片,留茎尖约１．５mm(保留２~３片叶原

基),接种到培养基上,每种培养基上接种２５个休眠

芽,２０d后观察结果,重复２次;培养室温度２５±
２℃,光照时间１６h/d,光强１５００~２０００lx的培养

条件下进行无菌培养.
1.3　叶片培养

继代４次的君迁子 L３组培苗,在无菌条件下,
留顶端 ３~４ 片叶,取下面所有叶片,均横切为

４mm×４mm 左右.分别接种于(１/２N)MS＋蔗糖

２０g/L＋ 琼 脂 ７．５g/L＋PVP０．６g/L＋TDZ
(０．０２２、０．２２０、２．２００mg/L)(pH５．８).每种质量浓

度接种约４８片叶,分２组,分别为上表面和下表面

接触培养基.暗培养２０d,分析叶片愈伤组织形成

比例.
同样 大 小 的 叶 片 切 片 培 养 在 MS＋ 蔗 糖

３０g/L＋琼脂７．５g/L＋ PVP０．５g/L(pH５．８)的
培养基上,培养基中添加的激素质量浓度按正交设

计L９(３３)设置(表 １).每处理接种 ３２ 片,重复

２次.培养条件同本文“１．２”(除暗处理时间外).

３０d后更换同样质量浓度激素的培养基.４０d后进

行数据统计,确定影响因素及处理水平.
表１　L９(３３)正交设计分析激素组合的作用

Table１　Analysisofthehormonaleffectsusing
L９(３３)orthogonaldesigning

组合

Combinations
ZT/

(mg/L)
TDZ/

(mg/L)

暗培养时间/d
Timeofculture

indark

１ ０．１ ０．１ ０
２ ０．１ １．０ １０
３ ０．１ ２．０ ２０
４ １．０ ０．１ １０
５ １．０ １．０ ２０
６ １．０ ２．０ ０
７ ２．０ ０．１ ２０
８ ２．０ １．０ ０
９ ２．０ ２．０ １０

1.4　生根培养

以再生芽为试材,在含蔗糖３０g/L＋琼脂７．５
g/L＋ PVP０．５g/L ＋ZT０．５mg/L ＋IAA０．０１
mg/L(pH５．８)的(１/２N)MS培养基中继代培养,选
取４８株培养了３０d长于２cm 的君迁子有效新梢

试验.采用两步生根法,首先在含蔗糖３０g/L＋琼

脂７．５g/L＋ PVP０．５g/L＋IBA１．０ mg/L 的

１/２MS(１/２N)培养基中光照培养５d,然后转入含

蔗糖３０g/L＋琼脂７．５g/L＋ PVP０．５g/L＋活性

炭１．０g/L的１/２MS(１/２N)培养基中光照培养２０d
后进行数据统计.
1.5　数据分析

愈伤组织形成率＝形成愈伤组织的叶片数/接

种叶片数×１００％;白色愈伤组织形成率＝形成白

色愈伤组织的叶片数/接种叶片数×１００％.不定

芽再生率＝产生再生芽的叶片数/接种叶片数×
１００％,叶片平均不定芽数＝再生芽总数/产生再

生芽的叶片数.采用 SPSS统计分析软件进行方

差分析.

2　结果与分析

2.1　基础培养基种类对初代培养的影响

由图１可见,君迁子 L２和 L３休眠芽在 DKW、
(１/２N)MS、１/２MS３种培养基中初代培养２０d时,

DKW 培养基的培养效果最好,(１/２N)MS次之,

１/２MS培养基中生长情况最差.休眠芽在 DKW
培养基中长势好,生长快,叶展开幅度大,但叶片偏

黄.在(１/２N)MS培养基中叶抱紧,叶片较绿.用

１/２MS培养的休眠芽生长较慢,芽体变大,但未展

叶(图１A、B).
2.2　不同基因型对初代培养的影响

在同一种培养基中,君迁子L２和L３休眠芽初代

培养 ２０d 时 生 长 状 况 相 似,无 明 显 快 慢 区 别

(图１C、D).说明君迁子基因型不同,对其初代组

织培养没有影响.L２和 L３组培苗在(１/２N)MS培

养基中 继 代 培 养 ３ 次 时,L３ 生 长 情 况 优 于 L２

(图１E、F),说明基因型对继代培养影响很大.
2.3　叶片放置方式对愈伤组织形成的影响

由表２可见,在(１/２N)MS培养基中将叶片下

表面朝上接种后,愈伤组织形成率９１．７％,明显高于

将其上表面朝上接种的７０．８％.说明叶片下表面朝

上培养效果明显优于上表面朝上放置.
表２　叶片放置方式对愈伤组织形成的影响

Table２　EffectsofleafplacementoncallusformationofD．lotusL．

放置方式

Placemant
愈伤组织形成率/％

Callusformationpercentage

上表面朝上

Adaxialsurfaceupwards
７０．８

下表面朝上

Abaxialsurfaceupwards
９１．７

５１
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　AＧB:君迁子L２和L３的休眠芽分别在DKW、(１/２N)MS、１/２MS培养基中初代培养２０d,休眠芽生长势对比;CＧD:君迁子L２和L３休

眠芽在(１/２N)MS培养基中初代培养２０d,休眠芽生长势对比;EＧF:君迁子 L２与 L３组培苗继代培养３次时,生长势对比;标尺＝０．５

cm.AＧB:ThecomparisonofdateplumL２andL３dormantbudgrew２０dinDKW,(１/２N)MS,１/２MSmediums;CＧD:Thecomparison

ofdateplumL２andL３dormantbudgrew２０din(１/２N)MSmedium;EＧF:ThecomparisonofdateplumL２andL３subculturedfor

threetimeson(１/２N)MSmedium．Bars＝０．５cm．

图１　君迁子L２ 和L３ 休眠芽培养

Fig．１　InvitrocultureofdormantbudsofD．lotusL．L２andL３

2.4　不同质量浓度 TDZ 对愈伤组织形成的影响

由表３可见,TDZ对诱导愈伤组织形成效果良

好,但 是 绝 大 部 分 都 褐 化 了.TDZ 质 量 浓 度 为

２．２００mg/L时,诱导愈伤形成率最高(８１．４％),同
时白色愈伤形成率也最高(３８．１％).０．０２２mg/L
TDZ处理时,部分叶片已褐化死亡,其他２种质量

表３　不同质量浓度的TDZ对愈伤组织形成的影响

Table３　EffectsofTDZconcentrationsoncallusformationofD．lotusL．

组合

Combinations
TDZ/(mg/L)

愈伤组织形成率/％
Callusformationpercentage

白色愈伤组织形成率/％
Whitecallusformationpercentage

１ ０．０２２ ６６．７ ８．３
２ ０．２２０ ８１．３ ２５．０
３ ２．２００ ８１．４ ３８．１

浓度处理较少出现这一现象.
2.5　ZT 和 TDZ 组合和暗培养时间对不定芽再生的

影响

　　由表４可见,愈伤组织形成率都很高,但是大部

分愈伤都是褐色至黑色,最适合君迁子愈伤组织形

成的植物生长调节剂组合为 ZT０．１mg/L＋TDZ

２．０mg/L,暗培养２０d,愈伤组织形成率达１００％,
且形成的愈伤组织均为白色(图２A).暗培养时间

的延长有助于愈伤组织的形成,据观察,暗培养２０d
的叶片愈伤组织体积明显大于其他组合.最先长出

不定芽的组合是第６组 ZT１．０mg/L＋TDZ２．０
mg/L暗培养,在第２０天时就已长出２个不定芽(图

６１
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２B、C),说明光照对不定芽再生有促进作用.由表４
还可以看出,在第４０天时,形成不定芽数最多,不定

芽再生率和平均不定芽数分别达到３４．３８％和２．１±
０．３.TDZ质量浓度很低时不定芽再生率很低,甚
至完全不能再生,随着 TDZ质量浓度的增加,愈伤

组织形 成 率 和 不 定 芽 再 生 率 有 明 显 增 高,说 明

TDZ在诱导君迁子不定芽再生中起主要作用,辅
助使用１．０mg/LZT即可.若要获取愈伤组织则

采取长时间暗培养,若要获取不定芽,直接光下培

养即可.
表４　不同质量浓度的ZT和TDZ组合结合暗处理对不定芽再生的影响

Table４　EffectsofZTandTDZconcentrationsanddarknessonshootregenerationofD．lotusL．

组合

Combination
ZT/

(mg/L)
TDZ/

(mg/L)

暗培养时间/d
Timeofculture

indark

愈伤组织形成率/％
Callusformation

percentage

不定芽再生率/％
Shootregeneration

percentage

平均不定芽数

No．ofshoots
perexplant

１ ０．１ ０．１ ０ ９０．６ab ０．０b
２ ０．１ １．０ １０ ９６．９a ２３．４ab １．６±０．１ab
３ ０．１ ２．０ ２０ １００．０a １７．２ab １．８±０．４ab
４ １．０ ０．１ １０ ９５．３a ０．０b
５ １．０ １．０ ２０ ９０．６ab １２．５ab １．３±１．８ab
６ １．０ ２．０ ０ ９６．９a ３４．４a ２．１±０．３a
７ ２．０ ０．１ ２０ ８１．３b ４．７b ０．５±０．７ab
８ ２．０ １．０ ０ ９６．９a ７．８b ２．１±０．２a
９ ２．０ ２．０ １０ ９５．３a １４．１ab １．８±１．１ab

　注:同列内相同字母表示用邓肯氏新复极差法在０．０５水平上检测差异不显著.Note:Withthesamelettersinacolumnshowthat

theyarenotsignificantlydifferent,asanalyzedbyDuncan’smultiplerangetestatP＝０．０５．

2.6　不同处理对君迁子组培苗生根的影响

生根处理２５d后进行数据统计,发现５８．１４％

的不定芽生根成功,长出３~５条约３cm 长的黑色

新根(图２D),平均根数为４条.

　A:叶片切口形成愈伤组织(培养２０d);B:愈伤组织上形成不定芽(培养４０d);C:切下不定芽;D:组培苗生根.标尺＝０．５cm.

A:Calluswasinducedfromsegmentsofleaf(culturedfor２０d);B:Adventitiousbudswereinducedfromcallus(culturedfor４０d);

C:Cuttheadventitiousbudsfromthecallus;D:Rootingplant．Bars＝０．５cm．

图２　君迁子叶片培养再生植株

Fig．２　PlantregenerationfromleafsegmentsofD．lotusL．

3　讨　论

3.1　培养基的选择

MS培养基在木本植物组织培养中使用得最为

广泛,还有 WPM、CM、SH、改良的 Nitsch等基本培

养基,大多数使用改良过的 MS培养基[５].刘晓娜

等[６]通过试验证实上西早生柿继代培养时在 DKW
培养基中丛生苗的生成量较多,组培苗的生长状态

好于(１/２N)MS培养基,是因为DKW 培养基中 N、

P、K含量均高于(１/２N)MS;而 MS培养基中的 N

含量高于 DKW,所以在 MS培养基中的组培苗最

高.Kochanová等[７]得出的结果也相似.刘恺[８]发

现富有柿和次郎柿在DKW 培养基中增殖倍数和有

效新梢率均高于 MS和 WPM 培养基.有研究表明

培养阶段因培养目的不同,合适的培养基也不同[９].
本研究中君迁子初代培养时,DKW 培养基效果最

好,休眠芽展叶快,且生长较健壮;但是后续继代培

养中,使用DKW 培养基的组培苗茎段较长,叶茂盛

但呈黄绿色,叶畸形不平展;使用(１/２N)MS培养基

继代的组培苗生长矮壮,茎与叶的比例适中,分生出
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很多腋芽,苗底部常形成２~３个腋芽,腋芽增殖系

数高,叶片绿色较不平展;１/２MS培养效果则不佳,
休眠芽生长缓慢.本研究认为君迁子与大部分甜柿

相同,适合在低氮培养基中生长,但其他培养基成分

不可减少;DKW 培养基适合君迁子茎段的增长,
(１/２N)MS培养基适合君迁子腋芽的增殖.
3.2 基因型差异

不同基因型的柿树植物再生能力存在较大的差

异[１０Ｇ１２].在本试验中,虽然初代培养君迁子 L２和

L３在生长势上没有很大的区别,但在后续继代中,

L３生长和繁殖能力明显高于L２:培养条件相同的君

迁子L２和 L３,前者生长紧凑,茎干较少,腋芽不发

育,底部叶片将组培苗包裹,生长缓慢;后者则生长

势强,形成了许多腋芽,并且腋芽生长发育快,增殖

系数高.组培过程中还发现,L２休眠芽中内生菌较

多,在培养基表面形成粉色菌落.
3.3　叶片放置方式的影响

本研究观察到,近轴面朝上放置的叶片卷起,每
片叶仅２~３个支撑点与培养基接触;而远轴面朝上

放置的叶片虽四周切口卷起,但叶面大部分仍与培

养基接触.笔者认为由于气孔多存在于叶片下表

面,置于上面能更好地进行呼吸作用,对愈伤组织的

形成有促进作用;并且君迁子叶片培养一段时间后,
其卷曲方向为向下表面方向,下表面朝上放置与培

养基接触的面积更大,有利于其吸收营养.刘月英

等[１３]以磨盘柿为材料,对于接种方式的结论与本研

究截然相反.
3.4　植物生长调节剂的作用

TDZ是脲类细胞分裂素,并且是其中活性最强

的一种.已经有报道 TDZ在木本植物的不定芽生

长中非常有效[１４].在本研究中,TDZ处理能有效促

进君迁子不定芽再生,所以推荐使用,但由于其售价

较高,应配合适量ZT 使用.而且富有柿的不定芽

在添加 TDZ的培养基上生长不佳,但是转入添加

ZT的培养基后就恢复生长并长出茎段[１５].ZT 是

从玉米嫩籽中分离出的,是一种存在于高等植物中

的天然细胞分裂素,与 TDZ配合使用,在组织培养

中有很好地促进愈伤组织生芽的作用[１６].在几乎

所有的细胞分裂素中,玉米素在促进植物生长方面

比激动素更有效.
3.5　再生芽生根

２０世纪９０年代研究柿组织培养的多为国外学

者,他们的研究均表明柿存在生根难的问题.Fukui

等[１７]对多种甜柿进行了生根试验,发现大多数都存

在生根困难的现象.Tetsumura等[１８]对富有、花御

进行生根培养时,发现这２个甜柿品种在培养初期

生根很困难;但继代多次之后再生根,生根率有明显

提升,即便如此,在培养７４代以后生根率也只能达

到６３％.但是,后来很多国内学者在多种柿生根试

验上都得到了较高的生根率.刘聪娟等[１９]对上西

早生、富 有 和 次 郎 组 培 苗 进 行 了 生 根 试 验,在

１/２MS＋IBA１．０ mg/L＋IAA１．０mg/L 上培养

４０d,生根率达到９０％以上.马俊莲等[２０]认为IBA
的生根效果好于IAA,在１/２MS＋IBA１．０mg/L
的培养基上,次郎和富有的生根率近７５％,平均不

定根数达３条以上.本研究中君迁子的生根率比较

高,延长培养时间,生根率会达到更高.君迁子适宜

在低氮的培养基中生根,并且激素处理时间不宜

过长.
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Invitroculturesystemoptimizationandregenerationofdateplum
(DiospyroslotusLinn．)dormantbudsandleaves

LIJing　LUOYujie　ZHANGQinglin　LUOZhengrong　LIUJihong

CollegeofHorticultureandForestrySciences,KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Theeffectsofbasalmediumandexplantsontheprimarycultureofdormantbudsofdate
plum (DiospyroslotusLinn．)werestudied．Theeffectsofinoculation methods,TDZconcentrations,

combinationsofplantgrowthregulatorsandinductionperiodunderdarkconditiononcallusformation,

adventitiousbudregenerationandrootregenerationwereinvestigated．TheresultsshowedthatDKWwas
thebestbasalmediumfortheprimarycultureofdormantbuds,asrevealedbybettergrowthofthebuds．
Genotypeshadnoimpactsonprimaryculture,butinfluencedsubcultureobviously．Inoculationofthe
segmentswiththeadaxialsurfacescontactingmediumonMS＋ZT０．１mg/L＋TDZ２．０mg/Lunder
darknessfor２０dledto１００％formationofcallus,butthepercentagewasonly８１．４％on(１/２N)MS＋
２．２００mg/LTDZ．Inoculationofleafsegments,adaxialsurfacescontactingmedium,onMSmediumconＧ
tainingZT１．０mg/L＋TDZ２．０mg/L,darktreatmentfor０d,resultedinthe３４．４％ofshootregeneraＧ
tion,whileaverageshootsnumbersperexplantwere２．１±０．３．Inoculatedtheplantletson１/２MS
(１/２N)＋IBA１．０mg/Lfor５d,thentransplantedthemon１/２MS(１/２N)＋１g/Lactivatedcarbonfor
２０d．Rootingofdateplumreached５８．１４％andtheaveragenumberofadventitiousrootswas４．

Keywords　dateplum (DiospyroslotusLinn．);leafsegment;callus;adventitiousbud;rooting;

plantregeneration
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